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内容の要旨及び審査の結果の要旨
テロメアは真核細胞の線状染色体末端に存在する繰り返し配列で、染色体の安定性等に関与
する機能構造体である。テロメラーゼは染色体末端にテロメア繰り返し配列を付加する特異的
逆転写酵素である。ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（hflERDはテロメラーゼの触媒活性サブユ
ニットとして同定され、その活性には鋳型ＲＮＡとしてヒトテロメラーゼＲＮＡサブユニット
(hTR)を必要とすることが知られている。しかし、これまで組み換え型精製ｈｌｌＥＲＴとｈＴＲを
用いたinvitro再構成系が報告されていないので、hTERTとｈＴＲのみがテロメラーゼ活性の
必要最少成分であるかどうかは明らかではなかった。
そこで、昆虫細胞発現系を用いて、可溶,性組換え型ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（hTERDの発
現・精製を行った。昆虫細胞発現ベクターであるPVL1393の多角体プロモーターの下流にＮ末
端ＦＬＡＧ標識hTERTを組み込んだPVL1393-FLAG-hTERTを作成し、トランスフェクション法
でＳｆ９細胞に導入し、組換え型FLAG-hTERTバキュロウイルスを作成した。このウイルスを用
いてFLAG-hrlERTの発現・精製を行った。
組換え型FLAG-hTERTは生化学的な方法を用いて分画たところ、約１２７Kdaltonの単一バン
Ｆとして精製された。精製FLAG-hTERTは、ｉｎｖｉｔｒｏで合成後精製したｈＴＲの存在下で用量依
存的なテロメラーゼ活性を示した。活`性中心である金属結合モチーフ(ＶＤＶモチーフ)に変異を加
えた精製変異型hTERT(Ｄ712A)は触媒活性を示さなかった。この結果は、ｉｎｖｉｔｒｏで観察された
テロメラーゼ活性がhrlERTの触媒活性に依存していることを示した。ｈＴＲをプローブとしたゲル
シフトアッセイ(EMSA)で､hTERTはhTRと量依存的に特異的複合体を形成することが示された。
以上の結果より、hTERTとｈＴＲの２つのサブユニットがテロメラーゼ最少必要成分であること
がinvitro再構成系で示された。熱ショックタンパクの一種のHsp90がｐ２３と共にテロメラーゼ
複合体の構成成分として機能することが報告されている。Hsp90の特異的な阻害剤であるゲルダ
ナマイシンは、ｉｎｖｉｔｒｏ再構成テロメラーゼ活性に全く影響を与えなかった。Ｉｎｖｉｔｒｏで再構成し
たテロメラーゼ活性に、テロメラーゼ活性を有さない正常ヒト線維芽細胞であるＴＩＧ３の抽出液を
加えると、テロメラーゼ活`性が３０倍程度増強された。TIG３細胞抽出液によるテロメラーゼ活性
の増強効果に対して、ゲルダナマイシンは部分的に阻害効果を示した。本研究はhTERTとｈＴＲ
からなるテロメラーゼ活性系を世界で初めてｉｎｖｉｔｒｏで再構成することに成功したものであり、テ
ロメラーゼ活性の制御に関わる未知因子の同定と、テロメラーゼ活性を標的とした新たな薬剤の開
発に非常に有用な研究成果として高く評価された。
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